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RESUMEN 

 

La Periodontitis Apical Asintomática (PAA) corresponde a una patología periapical de 

origen infeccioso que se caracteriza por la respuesta negativa a los tests de 

sensibilidad pulpar del diente afectado y por presentar, al examen radiográfico, un 

área radiolúcida peri y/o pararadicular. Histológicamente se puede clasificar como 

quiste radicular inflamatorio (QRI) o granuloma periapical (GP). Las comunidades 

microbianas asociadas a la PAA se caracterizan por infectar el sistema de canales 

radiculares (SCR) de los dientes y son muy variables en su composición, existiendo 

diferencias entre diferentes poblaciones geográficas, así como también dentro de 

una misma población. Porphyromonas gingivalis y Porphyromonas endodontalis, son 

especies bacterianas que se han visto asociadas a este tipo de infección, por medio 

de la interacción de sus factores de virulencia con las células del hospedero. Dentro 

de estos factores de virulencia está el lipopolisacárido (LPS), constituyente de la 

membrana externa de la pared celular más abundante de la superficie de ambas 

especies bacterianas y que podría explicar los efectos deletéreos en la destrucción 

del ligamento periodontal y del hueso, influyendo así en el aumento del tamaño de 

las lesiones apicales de origen endodóntico (ALEO). 

En este trabajo, realizamos una caracterización del perfil estructural del LPS de 

Porphyromonas gingivalis y Porphyromonas endodontalis y analizamos la 

variabilidad de éste entre los aislados obtenidos. Con este objetivo, inicialmente 

analizamos macromorfológicamente los cultivos en medio líquido y sólido de aislados 

clínicos de P. gingivalis y P. endodontalis, obtenidos de exudado periapical 

proveniente de dientes con diagnóstico de Periodontitis Apical Asintomática y luego 

caracterizamos el perfil electroforético del LPS en geles de SDS-poliacrilamida teñido 

con Nitrato de Plata de ambas especies bacterianas y las comparamos con sus 

respectivas cepas de referencia. 

Nuestros resultados mostraron una baja cantidad de canales radiculares infectados 

con P. gingivalis y P. endodontalis. Las características macromorfológicas de dichos 

microorganismos resultaron bastante similares a las de las cepas de referencia, sin 
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embargo, se observaron diferencias entre ambas. En cuanto al perfil electroforético 

del LPS de ambas especies, pese a tener pocos aislados clínicos positivos para 

ambas, si hubo diferencias en el perfil electroforético de sus LPS, siendo más 

marcadas en las colonias de P. endodontalis. 

En síntesis, nuestros resultados indican que P. gingivalis y P. endodontalis  están 

presentes en canales radiculares de dientes diagnosticados con PAA y que existen 

diferencias en las especies bacterianas estudiadas, tanto en sus características 

macromorfológicas, como en las características de sus LPS. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Patología Endodóntica Periapical:  

Las infecciones endodónticas corresponden a la infección del Sistema de canales 

radiculares (SCR) y representan la causa principal de las patologías periapicales. 

De acuerdo al consenso de terminología diagnóstica recomendado por la 

Academia Americana de Endodoncia del 2009, las patologías periapicales de 

origen infeccioso son: 

 Periodontitis Apical Asintomática: Inflamación y destrucción del periodonto 

apical de origen pulpar, se observa un área radiolúcida periapical y no muestra 

síntomas clínicos. 

 Periodontitis Apical Sintomática de origen infeccioso: Inflamación, usualmente 

del periodonto apical, que presenta síntomas clínicos como: respuesta 

dolorosa a la masticación y/o percusión o palpación. Puede estar o no 

asociada a un área radiolúcida periapical. 

 Absceso Apical Agudo: Reacción inflamatoria a la infección y necrosis pulpar 

caracterizada por un inicio rápido, dolor espontáneo y a la presión, con 

formación de exudado purulento y aumento de volumen de los tejidos vecinos. 

 Absceso Apical Crónico: Reacción inflamatoria a la infección y necrosis pulpar 

caracterizada por un inicio lento, sin o muy pocas molestias y descarga 

intermitente de exudado purulento a través de una fístula. 

Periodontitis Apical Asintomática:  

La periodontitis apical asintomática (PAA) es una enfermedad infecciosa  que 

afecta los tejidos de soporte del diente. En forma posterior a la necrosis pulpar y 

su avance a lo largo del SCR  se instaura un proceso inmuno-inflamatorio a nivel 

del periápice. Clínicamente se caracteriza por respuesta negativa a los tests de 

sensibilidad pulpar, ausencia de dolor a la percusión y palpación de fondo de 

vestíbulo (Marton & Kiss, 2000; Nair, 2004). Radiográficamente nos encontramos 
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con la presencia de una lesión radiolúcida periapical (FIGURA 1) que 

histopatológicamente puede presentarse en dos formas (Liapatas et al., 2003; 

Lukic et al., 2008)(FIGURA 2): 

 Granuloma Periapical (GP): Proliferación de tejido de granulación, células 

inflamatorias, cristales de colesterol, cordones de epitelio (R.E.M.).  

 Quiste Radicular Inflamatorio (QRI): Cavidad patológica compuesta por un 

revestimiento de epitelio plano pluriestratificado no queratinizado y una cápsula 

conjuntiva inflamada. 

 

FIGURA 1. Radiografía periapical. Área radiolúcida compatible con lesión 

periapical. 

 

FIGURA 2. El diagnóstico definitivo de una lesión periapical siempre es 

histopatológico, (a) Granuloma Periapical. Adyacente a tejido dentario se observa 

Cemento 

Tejido de granulación Cápsula de conjuntivo 

Tapizado epitelial 
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tejido de granulación, presencia abundante de células mononucleares. Tinción 

hematoxilina-eosina. Y (b) Quiste Radicular Inflamatorio. Cavidad quística 

recubierta por epitelio plano pluriestratificado no queratinizado, con hiperplasia 

arciforme, e infiltrado inflamatorio. Tinción hematoxilina-eosina. (Atlas 

Histopatología Universidad Mayor. http://patoral.umayor.cl). 

En condiciones de normalidad, la pulpa y dentina se encuentran estériles, aisladas 

de microorganismos por la integridad del esmalte y cemento radicular (Seltzer et 

al., 1963). No obstante, en ciertas situaciones esta integridad se ve vulnerada o 

bien desaparece dando como resultado la exposición de este complejo pulpo-

dentinario a los microorganismos orales, quienes invaden el SCR. 

Las vías reconocidas para la difusión de la infección son a partir de tejidos duros, 

enfermedad periodontal y vía anacorética, como se observa en la FIGURA 3 

(Delivanis & Fan, 1984): 

1. A partir de tejidos duros  

a. Caries: A partir de la desmineralización sub-superficial del esmalte y 

consecuente pérdida de la integridad y soporte sustancial de éste, los 

microorganismos viajan siguiendo el patrón estructural en que se 

organizan los túbulos dentinarios alcanzando el tejido pulpar y 

produciendo la diseminación de la infección a este. 

b. Iatrogenia operatoria: Durante la etapa de remoción de caries, en 

muchas ocasiones por proximidad con la pulpa o por mal uso del 

instrumental rotatorio, comunicamos esta cavidad que se encontraba 

estéril y producimos el traspaso de los microorganismos. 

c. Iatrogenia periodontal: Por pérdida de la integridad del cemento 

radicular durante la instrumentación mecánica de los sacos 

periodontales producimos la diseminación de los patógenos 

periodontales al sistema de canales radiculares. 
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d. Trauma: Los cracks o microfacturas del esmalte son vías de 

diseminación reconocidas para los microorganismos, propagándose 

hasta el complejo pulpo-dentinario. 

e. Dentina expuesta: Ya sea por disfunción oclusal como el bruxismo o 

bien, efectos erosivos de la superficie dentaria por los hábitos. 

2. Tratamiento endodóntico defectuoso: Cuando realizamos un tratamiento 

endodóntico, podemos dejar patógenos residuales que no eliminamos con la 

instrumentación y el tratamiento químico del canal, o bien del sistema de 

canales no instrumentables. 

3. Enfermedad periodontal. 

4. Vía Anacorética (Nadkarni et al., 2002): Proceso mediante el cual los 

microorganismos son transportados desde la sangre o linfa a los tejidos 

dañados. No tiene evidencia suficiente, pero se justifica en: 

a. Sobreinstrumentación: Generando una vía de acceso para los 

microorganismos desde el periápice a los conductos radiculares.  

b. Bacteremia: Bacterias ingresan por los vasos que dan irrigación a los 

dientes. 

Traspasando el complejo pulpo dentinario e instaurándose la infección en el SCR, 

comienza el proceso de necrosis de la pulpa y diseminación a través de los  

canales llegando a la instauración de una infección a nivel perirradicular, con la 

consecuente inflamación y destrucción de los tejidos de sostén: ensanchamiento 

del espacio periodontal por destrucción del hueso alveolar y ligamento periodontal 

y posteriormente la instauración franca de una lesión periapical de origen 

endodóntico (ALEO). 
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FIGURA 3. Vías de contaminación del SCR (Herrera et al., 2015). 

Microbiología de las Lesiones Apicales:  

Las comunidades microbianas en la periodontitis apical se caracterizan por ser 

mixtas con predominio de bacterias anaerobias con un número variable de células 

en el canal que va desde 102 a 108 (Sakamoto et al.,2007; Siqueira & Rocas, 2005; 

Vianna et al., 2006). Estudios han mostrado que la microbiota presente en el SCR 

es similar a la presente en los sacos periodontales de pacientes con periodontitis 

(Siqueira et al.,2008). 

Morfológicamente, el biofilm intrarradicular es delgado y compuesto de varias 

capas de bacterias difiriendo consistentemente entre individuos (Ricucci & 

Siqueira, 2010). Los túbulos dentinarios pueden ser invadidos por 

microorganismos del fondo del biofilm que recubre las paredes del canal radicular 

y en la medida que aumenta el tamaño de la lesión, mayor es el área cubierta por 

el biofilm.  

La pulpa necrótica provee espacio y nutrientes para la colonización microbiana, es 

un ambiente propicio para su desarrollo por ser húmedo, tibio, con disponibilidad 

de nutrientes y encontrarse protegido del sistema defensivo del hospedero debido 

a la pérdida de la micro-circulación en el tejido pulpar necrótico. Así mismo, las 

condiciones que ésta genera en los diferentes segmentos del diente, establece 
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diferentes nichos ecológicos caracterizados por las diferencias en los 

determinantes ecológicos y asociado a ello, diferencias en las comunidades 

bacterianas. 

Nichos Ecológicos en un diente (Chavez de Paz, 2007): 

Segmento Coronal: Tiene una alta tensión de oxígeno hay nutrientes disponibles 

desde la cavidad oral y los microorganismos son fácilmente expuestos a acciones 

terapéuticas que se quieran realizar. 

Canal Principal: Presenta una baja tensión de oxígeno, tiene una cantidad 

reducida de nutrientes de la cavidad oral, pero pueden obtenerse también de los 

tejidos perirradiculares. Y los microorganismos aún siguen expuestos a la acción 

terapéutica. 

Segmento Apical: Se caracteriza por su baja tensión de oxígeno y potencial de 

óxido-reducción, nutrientes provenientes de los exudados periapicales y las 

bacterias presentes a este nivel actúan como un medio en que se seleccionan 

especies bacterianas con un metabolismo fundamentalmente anaerobio estricto y 

proteolítico, condiciones que dificultan su erradicación al ser menos afectados por 

las medidas terapéuticas. 

Porphyromonas gingivalis  y Porphyromonas endodontalis : 

Las comunidades bacterianas de las infecciones endodónticas se caracterizan por 

ser de carácter mixto con predominio de anaerobios Gram negativo. Especies 

bacterianas que forman colonias pigmentadas de negro (BPB), correspondientes a 

bacilos anaerobios Gram negativos, se encuentran con frecuencia en las 

infecciones de la cavidad oral y de las vías respiratorias e intestinales (Bogen & 

Slots, 1999; Tomazinho & Avila-Campos, 2007). Porphyromonas endodontalis, 

Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia se han detectado en dientes con 

infecciones endodónticas y sus factores de virulencia contribuyen a generar los 

signos y síntomas asociados a la enfermedad (Baumgartner et al., 2004). 

Se ha reportado que existen diferencias en la tasa de detección de estos 

patógenos en los dientes asociados con infecciones endodónticas (Foschi et al., 
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2005; Ozbek & Ozbek, 2010). Esto puede deberse a la forma en que se toman las 

muestras, la extracción de ADN y los métodos de detección, que van desde los 

cultivos microbiológicos, hasta métodos de detección por medio de amplificación 

de las secuencias de sus ADN. Además, se ha sugerido que la abundancia 

relativa de las comunidades bacterianas puede variar entre las poblaciones de 

diferentes regiones (Baumgartner, et al., 2004; Machado de Oliveira et al., 2007; 

Siqueira & Rocas, 2005). Varios estudios han confirmado que factores 

ambientales y factores genéticos del hospedero pueden influir en la prevalencia y 

la proporción de patógenos periodontales (Park et al., 2004; Torrungruang et al., 

2009). En este contexto, Siqueira et al. (2008) comparó la microbiota del canal 

radicular asociada con periodontitis apical asintomática de pacientes brasileños 

con noruegos, en cuyos resultados sugiere la existencia de un patrón geográfico 

relacionado de abundancia relativa de las comunidades bacterianas. Como la 

mayoría de los patógenos periodontales, tales como P. intermedia y P. gingivalis, 

son también patógenos endodónticos, la variación en la prevalencia de estas 

bacterias puede tener una influencia en la composición de la microbiota en el SCR 

de dientes infectados (Siqueira & Rocas, 2005). Un estudio más reciente realizado 

en población china (H. Cao et al. 2012) reveló una alta prevalencia de P. gingivalis 

y P. endodontalis, lo que sugiere una estrecha relación entre estas especies, la 

necrosis de la pulpa y las infecciones endodónticas primarias en la población 

analizada.  

Mecanismos de Patogenicidad: 

P. gingivalis y P. endodontalis son bacilos o cocobacilos Gram negativo, 

proteolíticos, anaerobios estrictos y no forman esporas. La patogenicidad de estas 

bacterias se atribuye a su amplio repertorio de factores de virulencia (TABLA N°1). 

Dentro de ellos tenemos las fimbrias que han sido consideradas un factor de 

virulencia crucial en la iniciación y progresión de la enfermedad (Lamont & 

Jenkinson, 1998), productos de su metabolismo, inducción de citoquinas 

proinflamatorias (Kontani et al., 1996), como PGE2 que estimula la reabsorción 

ósea y provoca a su vez quimiotaxis de macrófagos, linfocitos y plasmocitos. Estos 
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últimos también producen mediadores proinflamatorios (PGE-2, IL-1, IL-6, RANKL 

y factor estimulante de colonias) que inducen una activación osteoclástica 

propiciando la reabsorción ósea característica de las ALEOs.   

Por otro lado, otros factores de virulencia muy relevantes para la patgenicidad de 

estas especies son la cápsula o antígeno K y el LPS, componente prioritario de la 

membrana externa de bacterias Gram negativos. Diversos estudios sustentan que 

el LPS tiene efectos deletéreos en el hospedero, debido a la respuesta inmune 

inflamatoria celular y humoral que provoca (Jersmann et al., 2001; Nair, 2004; Zou 

& Bar-Shavit, 2002). La caracterización y variabilidad de este componente 

estructural de la membrana externa serán los objetivos  principales a investigar  en 

este estudio. 

TABLA N° 1. Factores de virulencia asociados a Periodontitis Apical (Siqueira & 

Rocas, 2007; Mirucki et al., 2014) 

Función Factor de Virulencia asociados a PA 

Fijación - Adhesinas (fimbrias, proteínas de superficie 
sin fimbrias) 

- Exopolisacáridos 
- Ácido Lipoteicoico 
- Otras proteínas de membrana 
- Vesículas de membrana 

Invasión - Flagelo 
- Enzimas (colagenasa, hialunoridasa, 

condroitin sulfatasa, fibrinolisina, acido 
fosfatasa, DNAasa, etc) 

Sobrevivencia: 
- Evasión de la 

respuesta inmune 
del hospedero 

- Adquisición de 
nutrientes 

- Exopolisacáridos (cápsula) 
- IgA, IgG, IgM, C3 y C5 proteinasas 
- Lipopolisacárido (AgO) 
- Flagelo 
- Exotoxinas 
- Productos finales del metabolismo 

Daño Directo - Exotoxinas 
- Enzimas (colagenasa, hialuronidasa, 

condroitin sulfatasa, gingipainas, 
aminopeptidasa, fosfolipasa neuraminidasa y 
ácido fosfatasa, etc) 

- Productos finales del metabolismo (ácidos 
grasos de cadena corta, poliaminas, 
compuestos volátiles de azufre, indol, amonio) 
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Daño Indirecto - Lipopolisacárido (Porción del Lípido A) 
- Peptidoglicano 
- Ácido Lipoteicoico 
- Fimbria 
- Exopolisacárido 
- Otras proteínas de membrana (porinas) 
- Lipoproteínas 
- DNA 

 

Lipopolisacárido (LPS): 

El LPS es reconocido como la primera línea de defensa contra muchos factores 

ambientales en bacterias Gram negativo, previniendo la lisis por el sistema del 

complemento y la acción de péptidos antimicrobianos (Papo & Shai, 2005). Es un 

heteropolisacárido fosforilado que está covalentemente unido a un lípido de la 

membrana externa que contiene glucosamina, el lípido A. La porción de 

polisacárido que protruye de la membrana externa ha sido diferenciada en dos 

regiones principales: una región interna o central (core) y una porción externa 

denominada antígeno O (AgO) (Raetz & Whitfield, 2002). Dentro de las 

actividades biológicas más relevantes de esta molécula están la potente activación 

de macrófagos e inducción de citoquinas proinflamatorias, como se aprecia en la 

FIGURA 4 (Murray & Wilton, 2003; Zaric et al., 2010). El AgO le confiere a la 

bacteria su especificidad serológica y se ha descrito como la porción con más 

variabilidad en aislados de P. gingivalis (Herikstad et al., 2002; Reeves et al., 

1996; Sun et al., 2011). Hasta ahora no hay estudios en los cuales se caracterice 

el LPS de P. endodontalis.  

La  importancia de estudiar el LPS de P. endodontalis, radica en que pueden 

haber diferencias en la producción de esta molécula que podrían asociarse a 

diferencias de patogenicidad, diferencias en la expresión clínica de las patologías 

periapicales, fundamentalmente asociados a la sintomatología  y al grado de 

osteólisis a expensas del crecimiento de la lesión periapical (Moreno & Contreras, 

2013). 
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FIGURA 4. Esquema de acción del LPS en la activación de macrófagos y 

estimulación de la osteoclastogénesis (Vernal, 2010). 

De acuerdo con los antecedentes expuestos, el objetivo de este estudio es realizar 

una caracterización del perfil estructural del LPS de P. gingivalis y P. endodontalis 

y analizar la variabilidad de éste entre los aislados obtenidos de dientes con 

diagnósticos de PAA.  
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2. HIPÓTESIS 

 

Existen variaciones en el perfil del Lipopolisacárido (LPS) de Porphyromonas 

gingivalis y Porphyromonas endodontalis de aislados clínicos de dientes con 

diagnóstico de Periodontitis Apical Asintomática (PAA). 
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3. OBJETIVOS 

 

Objetivo General: 

Identificar Porphyromonas gingivalis y Porphyromonas endodontalis en aislados 

clínicos obtenidos de exudado periapical de dientes con PAA y establecer 

diferencias en el perfil electroforético de sus LPS. 

Objetivos Específicos: 

1. Describir la frecuencia de infección por P. gingivalis y P. endodontalis en los 

canales radiculares de dientes con diagnóstico de PAA analizados. 

2. Caracterizar el perfil electroforético del LPS de los aislados clínicos de P. 

gingivalis y P. endodontalis provenientes de exudados periapicales de dientes 

con Periodontitis Apical Asintomática. 
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4. METODOLOGÍA 

 

 4.1. Población de Estudio: 

Para este estudio se utilizaron aislados clínicos dientes con diagnóstico de PAA 

obtenidos de individuos reclutados en la clínica odontológica de la Facultad de 

Odontología de la Universidad de Chile, de acuerdo a los siguientes criterios: 

TABLA N° 2. Criterios de inclusión y exclusión de los pacientes que ingresaron al 

proyecto. 

Criterios de inclusión Criterios de exclusión 

- Individuos entre 18-35 años de 
edad 

- Índice de Masa Corporal (IMC) 
entre 21-28 

- Uno o más dientes con 
diagnóstico de Periodontitis 
Apical Asintomática. 

- Individuos con enfermedades 
sistémicas 

- Individuos con diagnóstico de 
Periodontitis Crónica 

- Individuos que hayan 
consumido antibióticos dentro 
de los últimos 6 meses. 

Los pacientes reclutados firmaron un Consentimiento Informado aprobado por el 

Comité de Ética de la Facultad de Odontología de la Universidad de Chile. 

 4.2. Procedimiento de toma de muestras clínicas 

Los procedimientos de toma de muestra se llevaron a cabo bajo estrictas 

condiciones de asepsia. Antes de la aislación absoluta con goma dique, se eliminó 

toda la placa supragingival mediante pulido coronario con escobilla y piedra 

pómez. Caries y / o restauraciones coronales se eliminaron con alta velocidad y 

baja velocidad usando piedras diamantadas y fresas estériles. Posterior a la 

aislación unitaria del diente con goma dique, se  limpió el campo operatorio y 

diente con peróxido de hidrógeno al 3 % por un minuto. Luego se desinfectó el 

campo operatorio y diente con hipoclorito de sodio al 2,5%. La cavidad de acceso 

se realizó con fresas de alta velocidad estériles y sin agua; tanto el campo 

operatorio así como la cavidad de acceso fueron limpiadas y  desinfectadas como 
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se explicó previamente.  Posteriormente se inactivó el hipoclorito de sodio con 

tiosulfato de sodio estéril al 5%. Una vez realizada dicha inactivación se tomó una 

muestra microbiológica de la cavidad de acceso. Para incluir dicho diente en el 

estudio, la muestra de la cavidad de acceso debe ser negativa.  

Las muestras del canal radicular se tomaron de la siguiente manera: se 

introdujeron por un periodo de un minuto, tres  puntas de papel estériles de forma 

consecutiva en el canal a un nivel de aproximadamente 1 mm del vértice 

radiográfico para así absorber el exudado canalicular. Si el canal de la raíz se 

encuentra seco, se introduce una pequeña cantidad de solución salina estéril en el 

canal. Posteriormente las puntas de papel se transfirieron asépticamente a 

microtubos con 500 µl de RTF (fluido de transporte reducido), para su 

procesamiento en el laboratorio. 

 4.3. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo 

Las cepas bacterianas de referencia de P. gingivalis (ATCC 33277) y P. 

endodontalis (ATCC 35406) están disponibles en el Laboratorio de Microbiología 

Oral de la Facultad de Odontología de la Universidad de Chile y sus principales 

características se describen en la TABLA N° 3, mientras que los aislados clínicos, 

fueron tomados de pacientes, como se describió en los puntos 4.1 y 4.2.  

TABLA N° 3. Características generales de las cepas de referencia utilizadas 

(Shah &Collins, 1988) 

Cepa Propiedad Relevante Origen 

ATCC 
33277 

No presenta cápsula o antígeno 
K  

Presenta fimbria mayor (Fim A) 

Donado por AL Coykendall  

ATCC 
35406 

No presenta cápsula o antígeno 
K  

Presenta fimbria mayor (Fim A)  

Donado por el TJ van 
Steenbergen 
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El cultivo de P. gingivalis y P. endodontalis se realizó según lo descrito por Silva et 

al. (2008). Brevemente, las bacterias se sembraron en medios no selectivos de 

agar sangre hemina - menadiona (5% sangre de caballo desfibrinada, 0,5 mg / L 

de hemina, y 0,5 mg / L menadiona); las placas se incubaron anaeróbicamente a 

37° C durante 7-14 días en un frasco que contiene sobres generadores de gas 

para la producción de una atmósfera anaerobia (Oxoid®).  

También se inocularon medios líquidos no selectivos BHI (brain heart infusión) y 

Wilkins, suplementados con hemina - menadiona con cada uno de los aislados 

clínicos y de las cepas de referencia para los diferentes ensayos. Los caldos se 

incubaron anaeróbicamente a 37° C durante 1 a 3 días. 

 4.4. Identificación de las aislados de P. gingivalis y P. endodontalis 

Una vez transcurrido el período de incubación, se efectuó un análisis 

macroscópico bajo lupa estereoscópica (Stemi 2000 C, Zeiss), para identificar las 

colonias pigmentadas de negro. Se escogieron 8 colonias bacterianas 

pigmentadas de negro por placa, en lo posible eligiendo cada colonia con diferente 

morfología. Inmediatamente se resembraron cada una por separado en agar 

sangre hemina– menadiona y se incubaron en condiciones de anaerobiosis a 37°C 

durante 7 a 10 días. 

Luego, las colonias pigmentadas de negro fueron sometidas a prueba de 

fluorescencia, bajo la luz ultravioleta y la adición de metanol (360 nm), la cual debe 

ser negativo para P. gingivalis y P. endodontalis (Slots, 1986). A los aislados 

identificados fenotípicamente se les extrajo el DNA utilizando un kit comercial 

(FAVOGEN ARNr 16S), siguiendo las indicaciones del fabricante. Se determinó la 

cantidad de DNA extraído mediante espectrofotometría a una longitud de onda de 

260 nm en un espectrofotómetro (Spectrophotometer UV – 1601, Shimadzu) 

(Park, et al., 2004). Los aislados identificados fenotípicamente como P. gingivalis y 

P. endodontalis se identificaron mediante PCR siguiendo la metodología de 

Ashimoto (Slots et al.,1995). 
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4.5 Caracterización macromorfológica de los aislados clínicos y de 

referencia en medio sólido y líquido. 

Una vez identificados los aislados como P. gingivalis o P. endodontalis, se 

resembraron y aislaron en medios no selectivos de agar sangre hemina- 

menadiona. Las placas se incubaron anaeróbicamente a 37° C durante 7-14 días. 

Una vez transcurrido el período de incubación, se efectuó un análisis 

macroscópico bajo lupa estereoscópica (Stemi 2000 C, Zeiss), realizando una 

caracterización de acuerdo a la forma, color, tamaño, elevación, convexidad, 

superficie, consistencia, opacidad y textura de cada colonia que se logró observar 

de forma aislada. Se realizó un registro fotográfico de cada placa. 

Luego, se inocularon medios líquidos no selectivos BHI (brain heart infusión), 

suplementados con hemina-menadiona con cada uno de los aislados clínicos y las 

cepas de referencia. Los caldos se incubaron anaeróbicamente a 37° C durante 2-

3 días. Una vez transcurrido el período de incubación, se efectuó un análisis 

macroscópico, realizando una caracterización de acuerdo al tipo de crecimiento en 

el caldo, coloración, decantación, grado de suspensión, formación de velo en la 

superficie y densidad óptica. También, se realizó un registro fotográfico de cada 

caldo. 

 4.6 Extracción y caracterización del LPS 

Se caracterizaron los perfiles electroforéticos de LPS de las cepas clínicas de P. 

gingivalis y P. endodontalis aisladas de pacientes con diagnóstico de PAA en uno 

o más dientes. Para ello, se prepararon lisados totales de las cepas de referencia 

y de los aislados clínicos. Para esto, cultivos de las cepas disponibles de P. 

gingivalis y P. endodontalis (clínicas y de referencia), se hicieron crecer hasta fase 

estacionaria en caldo Wilkins y se ajustó a una densidad óptica de 600 nm 

(DO600) de 2,0 en un volumen final de 1,5 ml. Las células fueron centrifugadas y 

los pellets resuspendidos en 150 μL de buffer de lisis (SDS 2 %, β-mercaptoetanol 

4 %, glicerol 10 % y azul de bromofenol 0,002 % en Tris 1 M pH 6,8), hervidas por 

15 minutos, con ciclos de sonicado de 90 segundos, con 10 de pulso a 40% de 
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amplitud y tratadas con 10 μL de proteinasa K (20 mg/ml) por 2 h a 60 °C. Se 

agrega 150 μL  de fenol saturado básico hasta obtener una emulsión que se 

incuba por 15 minutos a 70°C, luego se incuban en hielo por 10 minutos y 

centrifugan por otros 10 minutos a 10.000 rpm. Se recupera la fase acuosa y se 

agregan 500μL de éter saturado (Tampón TE 50:20) y centrifugan las muestras 

por 1 minuto a 10.000 rpm. Se descarta la fase acuosa (éter) y se dejan los tubos 

en la campana para que se evapore. El LPS se separa en geles de acrilamida al 

14% (p/v) usando un sistema de buffer tricina-SDS en una cámara mini Protean-III 

(Biorad), cargando 2uL de muestra de LPS correspondiente a 1x108 unidades 

formadoras de colonias (UFC) y la electroforesis se realizaba a 50 Volts mientras 

las muestras permanecían en el gel concentrador (50 min aproximadamente) y a 

150 Volts cuando estas entraban en el gel resolutivo (100 min, aproximadamente). 

Luego, los geles se tiñeron con plata utilizando el protocolo de Tsai y Frasch 

(1982), para ello, terminada la electroforesis, se dejaron los geles suspendidos en 

una solución de fijación durante 16-24 horas (200 ml de solución 40% v/v etanol 

absoluto, 10% v/v ácido acético glacial), luego se resuspendió en una solución de 

oxodación (solución de fijación más 0,7% de metaperyodato) durante 10 minutos, 

con 3 lavados de 10 minutos cada uno para teñir luego con Nitrato de Plata (1 gr 

de AgNO3 en 150 ml de H2O(d), 2 ml de NH3 25% y 2,8 ml de NaOH 1M) durante 

15 minutos, luego se volvieron a realizar 3 lavados de 15 minutos cada uno, para 

finalmente revelar en una solución de revelado (12,5 mg de ácido cítrico en 250 ml 

de H2O(d) y 125 µL de formaldehido al 37%). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Características de los individuos a partir de los cuales se obtuvieron los 

aislados clínicos de P. gingivalis y P. endodontalis. 

 

De un total de 34 pacientes reclutados en la clínica odontológica de la Facultad de 

Odontología de la Universidad de Chile, cuyos diagnósticos endodónticos fueron 

dientes con PAA y que cumplían con los criterios de inclusión y exclusión del 

proyecto, detallados en el punto 4.1, se tomaron muestras clínicas de exudado 

periapical según el protocolo descrito en el punto 4.2.  

De los 34 aislados clínicos se realizaron 34 cultivos designados mediante las 

iniciales MG numeradas del 1 al 34, para cada uno de estos cultivos se tomaron 8 

colonias diferentes y se resembraron (ver ejemplo de la nomenclatura en FIGURA 

5). De un total de 272 aislados provenientes de los 34 cultivos, se detectaron 15 

aislados pigmentadas de negro. De éstos, 2 se descartaron por la identificación 

mediante la prueba de metanol que resultó ser negativo para P. gingivalis y P. 

endodontalis. De los 13 aislados restantes 6 correspondían a poblaciones 

bacterianas de P. gingivalis provenientes de 2 pacientes: MG 1ECol3, MG 8ECol1, 

MG 8ECol4, MG 8ECol5, MG 8ECol6 y MG 8 ECol7; y 7 aislados correspondían a 

P. endodontalis provenientes de otros 3 pacientes diferentes: MG 1ECol1, MG 

3ECol2, MG 3ECol5, MG 3ECol6, MG 4ECol1, MG 4ECol4 y MG 4ECol7 (TABLA 

N°4). 

                                      

FIGURA 5. Ejemplo de nomenclatura utilizada para la nominación de los aislados 

clínicos. 
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TABLA N°4. Resumen de aislados identificados como P. gingivalis y P. 

endodontalis. 

Número total de cultivos 34 

Colonias por cada cultivo 8  

Total de colonias 272 

Cultivos con colonias pigmentadas 
de negro 

5 (MG 1E, MG 3E, MG 4E, MG 8E y 
MG 34 E) 

Aislados con colonias pigmentadas 
de negro  

15 (MG 1ECol1, MG 1ECol3, MG 
8ECol1, MG 8ECol4, MG 8ECol5, MG 
8ECol6, MG 8 ECol7, MG 3ECol2, MG 
3ECol5, MG 3ECol6, MG 4ECol1, MG 
4ECol4, MG 4ECol7, MG 34ECol2 y 
MG 34 ECol3) 

Aislados con colonias pigmentadas 
de negro positivas para la prueba de 
metanol 

13 (MG 1ECol1, MG 1ECol3, MG 
8ECol1, MG 8ECol4, MG 8ECol5, MG 
8ECol6, MG 8 ECol7, MG 3ECol2, MG 
3ECol5, MG 3ECol6, MG 4ECol1, MG 
4ECol4 y MG 4ECol7) 

Aislados con colonias pigmentadas 
de negro identificadas como P. 
gingivalis 

6 (MG 1ECol3, MG 8ECol1, MG 
8ECol4, MG 8ECol5, MG 8ECol6 y MG 
8 ECol7) 

Aislados con colonias pigmentadas 
de negro identificadas como P. 
endodontalis 

7 (MG 1ECol1, MG 3ECol2, MG 
3ECol5, MG 3ECol6, MG 4ECol1, MG 
4ECol4 y MG 4ECol7) 

 

5.2. Características macromorfológicas de los aislados clínicos y de cepas 

de referencia de P. gingivalis y P. endodontalis crecidas en medio sólido 

y líquido. 

La importancia del análisis macromorfológico radica en la asociación de las 

características coloniales en medio sólido y líquido, con componentes 

estructurales de las bacterias y los mecanismos de virulencia asociados a éstos, 

tales como la cápsula y el lipopolisacárido (Drenkard et al, 2002; Haussler et al, 

2003). En este trabajo estudiamos la forma, tamaño, textura, color, superficie, 

brillo, elevación y convexidad de las colonias en medio sólido de los aislados 

clínicos de P. gingivalis y P. endodontalis obtenidos de exudado periapical de 

dientes con PAA, así como también de sus respectivas cepas de referencia.  

En todos los cultivos en medio sólido realizados a partir de los aislados clínicos de 

dientes con PAA, las colonias que crecieron fueron todas pigmentadas de negro 
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con leves diferencias de color, las colonias de P. gingivalis eran más oscuras que 

las de P. endodontalis (FIGURA 6). Las colonias de P. gingivalis fueron 

predominantemente circulares, color marrón oscuro, de borde liso o rugoso y 

superficie brillante, cóncava y de poca elevación, fáciles de disgregar y similares a 

su cepa de referencia (33277). Por otro lado, los cultivos en medio sólido de P. 

endodontalis, mostraron características muy similares a las de P. gingivales, 

exceptuando su textura superficial, caracterizándose éstas por ser más opacas y 

con consistencia más difícil de disgregar en relación a las colonias de P. gingivalis 

y similares también a su cepa de referencia (35406).  

En medio líquido, las cepas de los aislados clínicos de P. gingivalis tendieron a 

mostrar una fuerte agregación y alta decantación, además de formación de 

grumos al fondo del tubo con una coloración que fluctuaba en tonos opacos de 

amarillo/anaranjado. En cuanto a los aislados de P. endodontalis, tendieron a 

tener poca decantación con un crecimiento mayor en suspensión, la mayoría no 

formaba grumos y su color era amarillo claro. En las FIGURAS 6 y 7, se aprecian 

las imágenes de los cultivos y su resumen en las TABLAS 5 y 6, con el análisis 

macromorfológicos en medio líquido y sólido. 
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FIGURA 6. Fotografías bajo lupa estereoscópica de las colonias en medio sólido, 

de los aislados clínicos y cepas de referencia de P. gingivalis y P. endodontalis 

utilizadas en este estudio. 
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Porphyromonas gingivalis 

 

Porphyromonas endodontalis 

 

Cepas de referencia 

 

 

 

FIGURA 7. Fotografías del crecimiento en medio líquido de aislados clínicos y 

cepas de referencia de P. gingivalis y P. endodontalis. 
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TABLA N°5. Características macromorfológicas evaluadas del crecimiento y 

desarrollo de colonias en medio sólido de cada aislado clínico y cepa de 

referencia. Los cultivos fueron analizados como se describió en materiales y 

métodos (punto 4.5).  

 Colonias aisladas de P. gingivalis 

 

MG 1 ECol3 8 Ecol1 8 ECol4 8 ECol5 8 ECol6 8 ECol7 

Forma Circular Circular Circular Circular  Circular Circular 

Textura Lisa Lisa Mixta Rugosa Rugosa Mixta 

Color Negro Negro Negro  Negro Negro Negro 

Consistencia Blanda Firme Firme Firme Firme Firme 

Opacidad Brillante Opaca Brillante Opaca Opaca Brillante 

Elevación ++ +++ +++ ++ ++ ++ 

Convexidad ++ ++ ++ +++ ++ ++ 

Tamaño ++ +++ ++ ++ ++ +++ 

 

 Colonias aisladas de P. endodontalis 

 

MG 3 ECol2 3 ECol5 3 ECol6 4 ECol1 4 Ecol4 4 ECol7 

Forma Circular Circular  Circular Circular Circular Circular 

Textura Lisa Lisa Mixta  Lisa Lisa Lisa 

Color Marrón Marrón Marón Marrón Marrón Marrón 

Consistencia Firme Blanda Blanda Blanda Blanda Blanda 

Opacidad Brillante Brillante Brillante Opaca Brillante Opaca 

Elevación ++ ++ +++ ++ ++ ++ 

Convexidad ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

Tamaño +++ ++ ++ + +++ ++ 

 

 Cepas de referencia 

 

 35406 33277 

Forma Circular Circular 

Textura Lisa Lisa 

Color Marrón 
oscuro 

Negro 

Consistencia Firme Firme 

Opacidad Opaca Brillante 

Elevación ++ ++ 

Convexidad ++ ++ 

Tamaño ++ ++ 
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TABLA N° 6. Características macromorfológicas evaluadas del crecimiento y 

desarrollo en medio líquido de cada aislado clínico y cepa de referencia. Los 

cultivos fueron analizados como se describió en materiales y métodos (punto 4.5). 

 Crecimiento de P. gingivalis 

 

 Crecimiento de P. endodontalis 

 

MG 3 ECol2 3 ECol5 3 ECol6 4 ECol3 4 Ecol4 4 ECol7 

Tipo de 
Crecimiento 

Suspendido Sedimentado Suspendido Suspendido Sedimentado Sedimentado 

Suspensión +++ ++ +++ +++ ++ + 

Agregación + ++ + ++ ++ ++ 

Formación 
de grumos 

- - - - - - 

Coloración Amarillo Naranjo Naranjo Amarillo Naranjo Amarillo 

Formación 
de velo 

- - - - - - 

Crecimiento 
(DO600nm) 

2.022 2.187 1.836 2.036 2.229 2.215 

 

  

MG 1 ECol3 8 Ecol1 8 ECol4 8 ECol5 8 ECol6 8 ECol7 

Tipo de 
crecimiento 

Suspendido Sedimentado Sedimentado Sedimentado Sedimentado Sedimentado 

Suspensión +++ ++ ++ ++ ++ ++ 

Agregación + +++ ++ +++ ++ +++ 

Formación 
de Grumos 

- - - - - - 

Coloración Café/ 
Naranjo 

Naranjo Café/ 
Naranjo  

Naranjo Naranjo  Naranjo 

Formación 
de velo 

- - - - - - 

Crecimiento 
(DO600nm) 

1,648 2,902 2,389 1,898 1,441 1,660 
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 Cepas de referencias 

 

 35406 33277 

Tipo de crecimiento Suspensión Sedimento 

Suspensión  +++ + 

Agregación ++ +++ 

Formación de grumos - - 

Coloración Amarilla Naranja 

Formación de velo - - 

Crecimiento 
(DO600nm) 

1.424 2.119 

 

5.3. Extracción y Caracterización del LPS de aislados clínicos y cepas de 

referencia de P. gingivalis y P. endodontalis. 

 

Se ha reportado que cambios en la autoagregación bacteriana y la morfología de 

las colonias han sido relacionados con ciertas modificaciones en el LPS 

(Yamaguchi et al., 2010). Por lo tanto se aisló LPS a partir de cada uno de los 

aislados clínicos y de las cepas de referencia, y se caracterizaron sus perfiles 

electroforéticos en geles de tricina-SDS-poliacrilamida, en los cuales la altura a la 

que logran migrar las muestras se visualizan en bandas teñidas de negro y son 

una representación del peso molecular de cada grupo de moléculas de LPS. 

Los aislados de P. gingivalis, MG1 8ECol 1, MG 8ECol 4, MG 8ECol 5, MG 8ECol 

6 y MG 8 ECol7 (carriles 3-7, de la FIGURA 8 A respectivamente), presentaron un 

LPS completo, similar a su cepa de referencia, en donde se observa con claridad 

la presencia del lípido A-core y moléculas de AgO de bajo y alto peso molecular 

similares a su cepa de referencia (33277). Por otro lado, MG 1ECol3 presentó una 

menor proporción de cadenas de alto peso molecular, sugerente de una menor 

proporción de este tipo de moléculas de LPS en su membrana externa.  

En cuanto a los aislados de P. endodontalis, el perfil electroforético de sus LPS fue 

notablemente distinto al observado en las colonias de P. gingivalis, entre ellas y 

con su cepa de referencia (ATCC 35406). El aislado MG 1ECol1 (FIGURA 8 B, 

carril 2), es el único en el que encontramos un LPS completo, identificándose con 
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claridad moléculas de lípido A-core en la porción más baja del gel y un largo 

preferencial de moléculas de AgO de bajo peso molecular más arriba. Por otro 

lado, para MG 3ECol 2 y MG 3ECol5 (FIGURA 8B, carriles 3 y 4) vemos sólo 

tinción en la zona correspondiente a lípido A-core y probablemente core unido a 

unas pocas moléculas de AgO. Algo similar sucede con el aislado MG 3ECol 6 

(FIGURA 8B, carril 5), pero éste pareciera encontrarse menos sustituido que los 

otros dos aislados, debido a su levemente mayor movilidad electroforética. Por 

otro lado en los aislados de MG 4ECol1, MG 4ECol4 y MG 4ECol7 (FIGURA 8 B, 

carril 6-8) encontramos una cantidad de LPS mucho menor, con moléculas de 

AgO concentradas en una sola región del gel y con una movilidad electroforética 

mucho menor a la del resto de los aislados, sugerentes de una distribución 

preferente por cadenas de alto peso molecular y en una concentración muy baja. 
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FIGURA N° 8 Perfiles de LPS de las cepas de referencia y de los aislados clínicos 

de  P.gingivalis y P. endodontalis. Las muestras se analizaron por electroforesis en 

gel de Tricina-SDS-poliacrilamida, seguido por la tinción con plata. La carga 

bacteriana fue estandarizada al inicio del protocolo de extracción. En la figura 8 A 

se muestran los carriles 1: ATCC 33277, 2: 1 ECol3, 3: 8ECol1, 4: 8ECol5, 5: 

8ECol6 y 6: 8ECol7, en la figura 8 B, se muestran los carriles 1: ATCC 35406, 2: 

1ECol1, 3: 3ECol2, 4: 3ECol5, 5: 3ECol6, 6: 4ECol1, 7: 4ECol4 y 8:4ECol7. Se 

muestra un gel representativo de al menos tres colonias analizadas 

independientemente. 
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6. DISCUSIÓN 

 

Las infecciones endodónticas se caracterizan por sus comunidades bacterianas 

mixtas con predominio anaeróbico, debido a las condiciones de humedad, pH, 

temperatura y nutrientes que ofrece el canal radicular al biofilm que se forma en 

las paredes del canal. A pesar de los intentos por asociar ciertas especies 

bacterianas a diferentes infecciones endodónticas en sus diferentes etapas, se ha 

reportado que existen diferencias en la tasa de detección de estos patógenos en 

los dientes asociados a infecciones endodónticas (Cao et al., 2012; Foschi, et al., 

2005; Hong, Hai et al., 2015; Ozbek & Ozbek, 2010).  

Este estudio se enfocó en la identificación de dos especies bacterianas, P. 

gingivalis y P. endodontalis, ya que no hay antecedentes previos para la población 

Chilena que describiesen su abundancia relativa y tampoco de sus características 

morfológicas. Respetando todas las pautas en la recolección de los aislados 

clínicos de exudados periapicales así como también las condiciones de cultivo, la 

frecuencia de las especies buscadas fue baja; de un total de 34 aislados clínicos 

de pacientes con el diagnóstico de PAA, sólo 5 resultaron dar cultivos positivos e 

identificados como Porphyromonas gingivalis o Porphyromonas endodontalis. La 

causa de la baja detección de ambos patógenos en los dientes estudiados puede 

deberse a múltiples factores, entre ellos está el que los métodos de identificación 

no revelen con certeza la presencia de los patógenos. Estudios han mostrado que 

la prueba de fluorescencia, bajo la luz ultravioleta y la adición de metanol (360 

nm), la cual resulta negativa para P. gingivalis y P. endodontalis (Slots, 1986), 

puede generar falsos negativos para P. gingivalis, es decir, que bajo luz ultra 

violeta revele fluorescencia, no obstante, en este estudio incluso utilizando 

métodos moleculares para su identificación, la detección fue baja, por lo que 

inferimos  que la abundancia relativa de ambas especies bacterianas puede ser 

baja en la población estudiada, lo que es plausible de asumir, ya que entre las 

poblaciones analizadas hasta la fecha, existen significativas diferencias en la 



37 
 

proporción de patógenos endodónticos involucrados (Baumgartner, et al., 2004; 

Machado de Oliveira, et al., 2007; Siqueira & Rocas, 2005). 

Uno de los principales inconvenientes en el cultivo de P. endodontalis es la 

variación en su crecimiento bajo las mismas condiciones ambientales. Es claro 

que ciertos tiempos en la realización de las técnicas experimentales del laboratorio 

de microbiología pueden afectar el crecimiento bacteriano, pero en esta especie 

en particular, existía una notoria diferencia en su viabilidad, siendo necesarios 

múltiples cultivos para lograr crecimiento de las colonias.  

En cuanto a la caracterización macromorfológica de los aislados clínicos, podemos 

apreciar diferencias muy leves entre las colonias de P. gingivalis y las colonias de 

P. endodontalis, tanto en medio sólido como en medio líquido (FIGURAS 6 y 7). 

Para P. gingivalis, la caracterización macromorfológica, color, textura y capacidad 

de autoagregación está bien descrita y asociada a diferencias en la patogenicidad. 

La morfología colonial como se mencionó en la introducción, se asocia a ciertos 

componentes de la superficie bacteriana, tales como hidratos de carbono, los que 

a su vez podrían estar relacionados con la resistencia a compuestos 

antimicrobianos (Drenkard & Ausubel, 2002; Haussler et al., 2003). En el trabajo 

de Yamaguchi (2010),  los autores demuestran que la pigmentación colonial en 

placas de agar sangre se relaciona con la hemaglutinación y la actividad de unas 

imortantes proteasas: Arg-gingipaina (RGP) y Lys-gingipaina (KGP), entre otros 

factores de virulencia. Esto se explicaría por la presencia de complejos gingipaina-

adhesina en la superficie de la célula bacteriana que modifican la pigmentación de 

las colonias, así como alteraciones en la superficie de la bacteria se correlacionan 

con cambios en la capacidad de autoagregación, y con la  formación de 

biopelículas.  

Por otro lado, tenemos las colonias de P. endodontalis, especie bacteriana poco 

documentada en la literatrua. Ésta, al igual que P. gingivalis, forma colonias 

pigmentadas de negro, no obstante, P. endodontalis, puede formar colonias no 

pigmentadas de negro, las cuales presentan propiedades estructurales similares a 

las pigmentadas de negro en cuanto a proteínas de membrana y presencia de 
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endotoxina (Suzuki et al., 1997). Esto podría ser un factor causante de su baja 

detección en los dientes con diagnóstico de PAA en los pacientes estudiados, ya 

que para el estudio sólo utilizamos las colonias pigmentadas de negro, que a 

diferencia de lo relatado en la literatura, fue escasamente detectada. 

P. endodontalis, ha sido identificada en diversos estudios como una especie 

bacteriana prevalente en los canales infectados de dientes con PAA (Cao, et al., 

2012; Hong, et al., 2015; Ji, Li, He, & Hou, 2014; Lombardo Bedran et al., 2012; 

Siqueira, et al., 2008). A pesar de su baja detección en los dientes de los 

pacientes estudiados, está comprobado que esta especie, a través de sus 

mecanismos de virulencia que incluyen el LPS, produce activación de la respuesta 

inmune y destrucción de los tejidos periapicales, que se ha descrito tanto para 

esta especie (Marinho et al., 2015; Mirucki, et al., 2014) como para P. gingivalis. 

Por otro lado, estudios recientes han asociado la presencia de altas 

concentraciones de Lipopolisacárido con mayores niveles de destrucción ósea, 

reflejada radiográficamente como áreas radiolúcidas de mayor diámetro (Gomes et 

al., 2012).  En este estudio se comprobó que las características fenotípicas de los 

LPS de las dos especies bacterianas estudiadas variaban. Mientras que se 

obtuvieron LPS completos para P. gingivalis, con distribución homogénea entre los 

diferentes pesos moleculares de sus cadenas, similares a su cepa de referencia, 

como se puede ver en la FIGURA 8A, P. endodontalis mostró un patrón diferente 

para cada una de las colonias estudiadas. Como se aprecia en la FIGURA 8 B, las 

colonias de P. endodontalis, correspondientes a tres pacientes diferentes, 

mostraron patrones diferentes de perfil electroforético.  

Las moléculas de LPS de bajo peso molecular, cuya estructura es incompleta 

(lípido A sin sustituir por cadenas AgO), podrá visualizarse en la porción más baja 

del gel, mientas que una de alto peso molecular, quedará en la porción más alta 

del gel. De las bacterias analizadas, todos los aislados de P. gingivalis 

presentaron un perfil electroforético similar a su cepa de referencia, existiendo 

homogeneidad en la distribución en los tipos diferentes de LPS de los aislados 

8ECol4, 8ECol5, 8ECol6 y 8ECol7. En estos aislados además, encontramos una 
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leve tendencia a largos preferenciales de cadenas de AgO de alto peso molecular, 

a diferencia de 1ECol3. 

A diferencia de lo descrito para P. gingivalis, el perfil electroforético visualizado en 

el gel de tricina-SDS-poliacrilamida teñidos con Nitrato de Plata de P. 

endodontalis, revela una diferencia muy drástica al comparar las colonias de los 

aislados con su cepa de referencia, así como también una diferencia entre las 

colonias que se lograron aislar, encontrando similitudes únicamente entre las 

colonias de cada paciente. Mientras que para la cepa de referencia el LPS es 

completo y con una distribución homogénea, la única colonia que se asemejó a 

esto fue MG 1ECol1, el resto de los aislados presentó características fenotípicas 

distintas; para MG 3ECol2, MG 3ECol5 y MG 3ECol6, los perfiles muestran 

bandas muy marcadas de Lípido A más core, no obstante, podemos ver que en el 

extremo superior se aprecian también bandas correspondientes a moléculas de 

AgO de mayor peso molecular. Finalmente, los aislados MG ECol 1, 4 y 7, 

presentaron un perfil atípico, solo migrando en la porción más alta del gel y poco 

definido, lo que atribuimos a una baja proporción de LPS en la membrana externa 

de estas bacterias y a una predilección por cadenas de AgO de alto peso 

molecular. 

En consecuencia, con los resultados obtenidos en este trabajo podemos sugerir la  

asociación de las dos especies bacterianas poco estudiadas en el área de la 

microbiología endodóntica a la patogenia de la PAA, así como también apreciar 

que su frecuencia de detección en la población estudiada es muy escasa y  sus 

características hacen imperante la necesidad de continuar con estudios que 

analicen las características macro y micromorfológicas de éstas bacterias, así 

como también su comportamiento y capacidad de interacción con el hospedero, 

porque a pesar de su baja detección, tienen mecanismos de patogenicidad que 

tienen una fuerte asociación con la expresión clínica de la periodontitis apical 

(Mirucki, et al., 2014; Siqueira et al., 2007).  

La terapia endodóntica convencional mediante el tratamiento químico-mecánico 

del SCR sigue siendo la medida más efectiva para la erradicación de la infección, 
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permitiendo así la reparación de los tejidos periapicales. El estudio de los 

componentes de la microbiota del SCR y sus factores de virulencia, nos permiten 

conocer por un lado, los patógenos y mecanismos involucrados en la enfermedad 

y por otro, abrir paso a nuevas líneas de investigación que busquen dilucidar cómo 

interactúan con el hospedero y como podrían intervenirse dichos mecanismos. 

Nuestra investigación sugiere que existen diferencias en los perfiles estructurales 

del LPS de las especies analizadas, no obstante, su asociación con la patogenia 

de la patología endodóntica periapical requiere más estudios que contemplen 

otros factores de virulencia asociados a la presencia de estas dos especies, así 

como también asociar cuantitativamente la presencia del LPS en la patogenia de 

la periodontitis apical con efectos en la respuesta inmune-inflamatoria y su 

manifestación en diferentes formas clínicas de la patología y su respuesta a los 

tratamientos convencionales realizados en endodoncia. 
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7. CONCLUSIONES 

 

Las especies bacterianas estudiadas presentan una baja frecuencia dentro de los 

pacientes con diagnóstico de PAA estudiados. 

Macromorfológicamente existen diferencias muy sutiles entre las colonias de P. 

gingivalis y P. endodontalis, lo que no nos permite asociarlas a las diferencias de 

sus LPS.  

Las características fenotípicas del LPS de las dos especies bacterianas analizadas 

son diferentes: P. gingivalis presenta un patrón estructural más conservado y 

similar a su cepa de referencia, mientras que el LPS de P. endodontalis presenta 

diferencias evidentes entre los diferentes aislados clínicos y su cepa de referencia. 

Estas variaciones podrían determinar diferencias en la patogenia de la 

periodontitis apical, en la interacción con el hospedero y en la respuesta a los 

tratamientos endodónticos convencionales, justificando la necesidad de continuar 

con estudios que contribuyan a dilucidar estas interrogantes. 
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9. ANEXOS 

 

 

1. Clasificación de las Patologías Pulpares y Periapicales: 

Terminología del Consenso Diagnóstico difundido por la Asociación Americana de 

Endodoncia. 
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2. Lecturas TABLA N°5 

Forma Circulares, irregulares, otras 
formas específicas 

Textura Lisa, rugosa, mixta 

Color Marrón/Negro 

Consistencia Blanda/Firme  

Opacidad Brillante/Opaca 

Elevación Muy elevada (+++), 
medianamente elevada (++), poco 
elevada (+), sin elevación (-) 

Convexidad Completamente convexa (+++), 
convexa en el centro (++), leve 
convexidad (+), cóncava (-) 

Tamaño Colonias de gran tamaño (+++), 
medianas (++), pequeñas (+) 

 

3. Lecturas TABLA N°6 

 

Tipo de 
crecimiento 

Sedimentado, suspendido 
o ambos 

Suspensión Gran turbidez (+++), 
mediana turbidez (++), poca 
turbidez (+), sin turbidez (-) 

Agregación Gran cantidad de agregado 
en el fondo del tubo (+++), 
mediana cantidad (++), poca 
cantidad (+), nula agregación 
(-) 

Formación de 
grumos 

Forma muchos grumos 
(+++), medianamente (++), 
pocos grumos (+), no forma 
(-) 

Coloración Negro/café oscuro/café 
claro/blanquecino 

Formación de 
Velo 

Forma velo (+), no forma 
velo (-) 

Crecimiento Densidad óptica a las 48 hrs 
a 600 nm. 
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4. Consentimiento Informado  
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5. Informe de aprobación del comité de ética 

 

 

 


